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1. Tudományos elo˝zmények, bevezetés
A fotoszintézis az alapveto˝ anyagcsere-folyamatok egyike. A fotoszintetizáló
organizmusok (baktériumok, algák, magasabb rendu˝ zöld növények) fényenergiát
alakítanak át a szabadenergia egyéb (redoxpotenciál, ion- és proton elektrokémiai
potenciál, valamint foszfátpotenciál) formáivá, amelyek közvetlenül alkalmasak a
sejt életfolyamataihoz szükséges energia fedezésére, valamint raktározására. Ezek
a szervezetek nem csupán magukat látják el energiával, hanem az o˝ket fogyasztó
organizmusokat is. Ezzel további élo˝lények számára is táplálékforrásul szolgálnak,
egészén a tápláléklánc végét jelento˝ csúcsragadozókig. A fotoszintetikus folyamatok
alapveto˝en két fo˝ csoportra oszthatók: fényreakciókra és sötétreakciókra. A fényre-
akciókban a sötétreakciók energiaforrásai képzo˝dnek (ATP és redukált koenzimek),
amelyek leheto˝vé teszik, hogy a különbözo˝ biokémiai anyagcsere-folyamatok (sö-
tétreakciók) láncolatán keresztül nagy energiaértéku˝ szénhidrátok keletkezzenek. A
fényreakciók a foton abszorpcióját követo˝en fehérjébe ágyazott, speciálisan orientált
pigmentek közremu˝ködésével mennek végbe. A zöld növényekben, ahol a fotoszin-
tézis az eddig ismert legnagyobb hatékonysággal valósul meg, a fényreakciók során
NADPH és ATP termelo˝dik. Ezen folyamatban két egymástól jól elkülönítheto˝ foto-
kémiai rendszer (PSI és PSII) vesz részt. A PSII-höz kapcsolódó komplex egyedül-
álló módon képes a víznek protonokká és molekuláris oxigénné való fényindukált
elbontására, miközben redukáló ekvivalensek láncolatán keresztül az energia egy ré-
sze proton elektrokémiai potenciál formájában raktározódik. Ez a potenciál az ATP
szintézisének energiaforrásául szolgál. Az energia másik hányada átkerül a PSI-re,
ahol újabb foton abszorpciója révén válik a folyamat teljessé a NADP redukcióját
eredményezve.
A fotoszintetikus energiaátalakítás folyamatai baktériumokban lényegesen egy-
szeru˝bbek, mint a magasabbrendu˝ zöld növényekben. Baktériumokban, a zöld nö-
vényekto˝l eltéro˝en, csak egyetlen fotokémiai rendszer (benne a fénygyu˝jto˝ antenna
és a reakciócentrum fehérje-pigment komplex) mu˝ködik. A zöld növények lineáris,
részben ciklikus elektrontranszportláncával szemben a baktériumoké egyetlen cik-
lusból áll, melynek során a reakciócentrumban keletkezett töltéspár stabilizálódik.
A bíborbaktériumok reakciócentruma a zöld növények PSII fotokémiai rendszeré-
vel mutat nagy mértéku˝ hasonlóságot. A fényabszorpciót követo˝en a reakciócentrum
bakterioklorofill dimérje (P) gerjesztett szingulett állapotba kerül (P∗). Az alapál-
lapot és a gerjesztett állapot közötti energiakülönbség megegyezik az elnyelt foton
energiájával. Ez Rhodobacter sphaeroides esetén 1380 meV [1]. Az elektronnak a
primér donorról a bakteriofeofitinre (Bfeo) juttatását a bakterioklorofill monomer
segíti a primér donor és a bakteriofeofitin, mint akceptor elektronfelho˝inek átlapolá-
1
sával. Ezután az elektron alagúteffektussal jut át az elso˝dleges kinonra, a peptidváz
magrezgései, illetve az áthidaló molekulák (az M252-es triptofán és az M218-as me-
tionin [2, 3]) segítségével. A fotont abszorbeáló reakciócentrumok több, mint 98%-a
eljut ebbe az állapotba, vagyis a fotoszintézis kvantumhatásfoka majdnem egység-
nyi. Ezzel szemben a fényfelhasználás energia-hatásfoka jóval kisebb, mindössze
30-40 %-os, mivel az energia 60-70 %-a elvész az elektronnak a nem fehérje ter-
mészetu˝ kofaktorok közötti vándorlás során. A legnagyobb energiaveszteséggel járó
folyamat az elso˝dleges kinon (QA) redukálódása, ezzel együtt ez a lépés szükséges
in vivo körülmények között a töltésszétválásztás irreverzibilissé tételéhez.
A Rhodobacter sphaeroides bíborbaktérium reakciócentruma az elso˝dleges ki-
non mellett egy másik kinonmolekulát is tartalmaz (másodlagos kinon, QB). A két
kinon kémiai szempontból azonos (UQ10), mégis a redox- és a kötési tulajdonságaik
eltérést mutatnak [4]. Ennek oka a fehérjekörnyezetük különbözo˝sége [5]. Az elso˝d-
leges kinon ero˝sen hidrofób környezetben helyezkedik el, és a reakciócentrum egyik
fehérjealegysége (H-alegység) elszigeteli a vizes fázistól. Emiatt a kinon nem tud
protont felvenni a redukciót (elektronfelvételt) követo˝en. Fiziológiás körülmények
között a QA egyszeresen redukálható, csak extrém magas fényintenzitás és ero˝sen
redukáló körülmények között figyelheto˝ meg kétszeresen redukált formája [6]. A
környezo˝ aminosavakkal és szerkezeti vizekkel több hidrogénhíd kötést tud kiala-
kítani, és ezáltal igen ero˝sen köto˝dik a reakciócentrumhoz, onnan csak drasztikus
eljárással távolítható el [7]. Szemikinon alakja megleheto˝sen stabil: a redukcióval
együttjáró szabadenergia-változás lényegesen pozitívabb a QA köto˝helyen, mint apo-
láros oldószerben [8, 9]. A QA/Q−A redox pár középponti redoxpotenciálját nemcsak
a fehérjekörnyezettel kialakított sztérikus és elektrosztatikus kölcsönhatás befolyá-
solja, hanem a reakciócentrum-fehérje és a lipid-membrán közötti kölcsönhatás is.
A másodlagos kinon fehérjekörnyezete ezzel szemben számos poláros aminosa-
vat tartalmaz, ezek elektrosztatikus tere csökkenti le a Q−B energiáját. A kinon forma
lazán köto˝dik a reakciócentrumhoz, könnyen leválasztható, vagy inhibitorral (pl. o-
fenantrolin, terbutrin, stigmatellin) helyettesítheto˝ [10]. Szemikinon formája szintén
nagyon stabil, 1012-szer hosszabb élettartamú a reakciócentrumban, mint oldatban
[8]. In vivo körülmények között a QB/Q−B pár középponti redoxpotenciálja 60 mV-tal
pozitívabb, mint a QA/Q−A páré (pH=8.0) [11]. A másodlagos kinon teljes redukci-
ója a reakciócentrumban is végbemegy, amely két elektronos, és ehhez csatoltan két
proton felvétele járul. Az így képzo˝dött dihidro-kinol könnyedén leválik, helyébe a
membrán szabad kinonjainak egyike lép [8, 12].
A gerjesztett dimér, a fotokémiai reakció mellett, foton kibocsátásával is vissza-
juthat az alapállapotba. A bakteriális reakciócentrum fényemissziója kétféle lehet:
prompt és késleltetett fluoreszcencia. Mivel mindketto˝ a P∗ gerjesztett állapot, és a
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P alapállapot közötti átmenetbo˝l ered, így spektrálisan nem lehet megkülönböztetni
egymástól. Intenzitásuk és ido˝beni lecsengésük ellenben alapveto˝en különbözik: míg
a prompt fluoreszcencia a gerjesztés után néhány nanoszekundumon belül lecseng,
addig a késleltetett fluoreszcencia mindaddig megfigyelheto˝, míg a visszreakciók ( a
P+Bfeo−→ P∗Bfeo, a P+Q−A → P∗QA és a P+Q−B → P∗QB) táplálják [13], és inten-
zitása nagyságrendekkel kisebb a prompt fluoreszcenciánál. A késleltetett fluoresz-
cencia lecsengésének sebességállandója megegyezik a töltésszétválasztott állapotok
töltésrekombinációs folyamattal való eltu˝nésének sebességállandójával, ami azt bi-
zonyítja, hogy a késleltetett fluoreszcencia szivárgásból származik [14]. A millisze-
kundumos tartományba eso˝ késleltetett fluoreszcencia és a prompt fluoreszcencia
intenzitásviszonyai alapján meg tudjuk határozni a P+Q−A töltésszétválasztott álla-
pot abszolút szabadenergia-szintjét a gerjesztett dimér szabadenergia-szintjéhez ké-
pest [15]. Ezt más módszerrel csak közvetve és sokkal kisebb pontossággal lehet
megtenni. Mivel a disszertációban a QA/Q−A redox pár középponti redoxpotenciálját
befolyásoló tényezo˝k feltérképezését és megvizsgálását tu˝ztem ki célul, így a bak-
teriális reakciócentrum által kibocsátott késleltetett és prompt fluoreszcencia mérése
az általam alkalmazott kísérleti spektroszkópiai módszerek közül központi szerepet
kapott.
2. Célkitu˝zések
A legfontosabb célom az volt, hogy az elso˝dleges kinonhoz közeli aminosa-
vak mutációjával olyan reakciócentrumokat hozzunk létre, amelyekben a QA ter-
modinamikai tulajdonságait befolyásoló, a fehérjekörnyezettel kialakított sztérikus
és elektrosztatikus kölcsönhatásokat meghatározhassam, és jellemezhessem. Ehhez
a primér donor által kibocsátott prompt és késleltetett fluoreszcencia intenzitásainak
összehasonlításával meg fogom határozni a P∗ és a P+Q−A állapotok közötti abszolút
szabadenergia-különbséget vadtípusú és mutáns reakciócentrumokban. Ennek segít-
ségével meghatározom a QA/Q−A redox pár in situ középponti redoxpotenciálját adott
reakciócentrum-fehérjében.
A röntgenkrisztallógráfiai adatok alapján meghatározott atomi feloldású reakció-
centrum szerkezet leheto˝séget nyújt a mutációk okozta változások termodinamikai
jellemzo˝inek számítógép-szimulációval való nyomon követésére. Dokkolási szimu-
lációval meg fogom adni a kinon- és egyszeres negatív töltéssel rendelkezo˝ szemiki-
nonmolekula kötési szabadenergiáját vadtípusú és mutáns reakciócentrumokban, és
ennek segítségével becslést fogok adni a QA/Q−A redox pár középponti redoxpoten-
ciáljára. Emellett a szabadenergia perturbáció módszerének segítségével modellezni
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fogom az elso˝dleges kinonmolekula redukálódásának folyamatát vadtípusú és mu-
táns reakciócentrumokban.
A kardiolipin (difoszfatid-glicerol), mint modell-lipid felhasználásával a reak-
ciócentrum-fehérje és a lipidkörnyezet közötti kölcsönhatást fogom vizsgálni. Ta-
nulmányozni fogom, hogy milyen hatást fejt ki a töltésrekombinációs folyamatokra,
valamint hogyan befolyásolja a kialakult töltéspár (P+Q−A) szabadenergia-szintjét a
gerjesztett primér donor energiaszintjéhez képest.
Membrán fragmentumba (kromatofora) ágyazott reakciócentrum késleltetett flu-
oreszcenciájának vizsgálatával további információkat fogok gyu˝jteni a reakciócent-
rum-fehérjének és a lipid-membránnak a QA-ra gyakorolt hatásáról. Emellett jelle-
mezni fogom az izolált kromatofora által kibocsátott késleltetett fluoreszcencia le-
csengés összetett kinetikáját, valamint az új kinetikai komponens tulajdonságait.





Az elso˝dleges kinon (QA) fehérjekörnyezete az 1AIJ jelu˝ struktúra [16] alapján.
A MetM218 és az IleM265 reziduumokat kiemelve ábrázoltam, az M259-M262-
es reziduum-csoportot, pedig vonalábrázolással mutatom be.
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Baktériumtörzsek:
• Rhodobacter sphaeroides R-26 karotinoidmentes (kék-zöld) törzs, mint vadtí-
pus
• Rhodobacter sphaeroides GA karotinoidot tartalmazó (zöld) törzs, mint vad-
típus, és az ebbo˝l az elso˝dleges kinon körüli reziduumok pontmutációjával
készített mutáns törzsek:
- M265IV IleM265 → Val apoláros mutáns.
- M265IS IleM265 → Ser poláros mutáns.
- M265IT IleM265 → Thr poláros mutáns.
- M218MA MetM218 → Ala mutáns.
- M218MG MetM218 → Gln mutáns.
• CYCA1 Rhodobacter sphaeroides 2.4.1, mint vadtípusból készítetett citokróm
c2-mentes mutáns.
A Rhodobacter sphaeroides reakciócentrumának izolálásánál és tisztításánál stan-
dard fehérje-tisztítási módszereket alkalmaztam: a sejteket ultrahanggal törtem fel,
a membrán-fragmentumokat (kromatoforát) ultracentrifugálással nyertem, végül a
reakciócentrumot LDAO detergenssel oldottam ki, és ammónium-szulfátos kicsa-
pással, valamint DEAE-Sephacell ioncserélo˝ oszlopkromatográfiával tisztítottam.
Az elso˝dleges kinon akceptor középponti redoxpotenciáljának vizsgálataihoz a
Rhodobacter sphaeroides Ga vadtípusból készített QA közeli mutánsokat használ-
tam, melyeknek reakciócentrumait tisztított állapotban Prof. Colin A. Wraight (Uver-
sity of Illinois, Biophysics and Plant Biology Center for Biophysics and Computati-
onal Biology, Urbana-Champaign, Amerikai Egyesült Államok) csoportjától kaptuk
lefagyasztott állapotban.
Fényindukált abszorpcióváltozás mérése:
A minták aktív reakciócentrum-koncentrációját és a töltésrekombináció kinetiká-
ját abszorpcióváltozás alapján határoztam meg egy házikészítésu˝ egysugaras spekt-
rofotométerrel 430 nm-nél (detergensben feloldott reakciócentrum), illetve 605 nm-
nél (természetes membránba ágyazott reakciócentrum) [17].
A késleltetett és a prompt fluoreszcencia mérése:
A reakciócentrum bakterioklorofill dimérje által kibocsátott milliszekundumos
késleltetett fluoreszcencia kinetikájának felvételére egy speciálisan erre a célra épí-
tett méro˝berendezést használtam [18]. A mérési nehézségeket a késleltetett fluoresz-
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cencia rendkívül alacsony intenzitása (izolált reakciócentrum esetében a kvantumha-
tásfoka kb. 10−9), kedvezo˝tlen spektrális elhelyezkedése (az infravörös tartomány-
ban, 920 nm körül mérheto˝), és a gerjesztés alatt a minta által kibocsátott ero˝s prompt
fluoreszcencia okozza. A reakciócentrum-fehérjét tartalmazó minta pillanatszeru˝ és
telítési gerjesztését Q-kapcsolt Nd:YAG lézer frekvencia-kétszerezett fényimpulzu-
sával (Qauntel YG 781-10) értük el: a gerjeszto˝ lézerimpulzus hullámhossza 532
nm, ido˝tartama 5 ns és energiája 100 mJ. A lézer fényét néhány méter hosszú út
után vezettük be a zöld sávátereszto˝ üvegszu˝ro˝vel (Schott BG-18) lezárt és nagyon
gondosan sötétített dobozba, hogy a térszög csökkentésével minimalizáljuk a lézer
villanólámpáinak szórt fénye által gerjesztett prompt fluoreszcenciát. A gerjeszto˝ lé-
zerfény a mintán való áthaladás után egy fénycsapdába kerül, és elnyelo˝dik. Mindez-
zel minimumra csökkentettük a külso˝ háttérfénynek a dobozba kerülését, az intenzív
lézerfénynek a falakon való reflexióját, és az azáltal gerjesztett foszforeszcenciát. A
reakciócentrum-fehérje tartalmú mintát egy 1 cm × 1cm méretu˝, alacsony fluoresz-
cenciájú kvarcküvettába (Thermal Syndicate Ltd., "far UV") helyeztem, ho˝mérsékle-
tét termosztálható küvettatartóval állítottam be, és K-típusú (NiCr-Ni) termoelemmel
(Vermer VE 305K) elleno˝riztem.
A detergensbe ágyazott reakciócentrum esetében 256, míg kromatofora memb-
ránba ágyazott reakciócentrum esetében 128 kinetikát átlagoltam digitális oszcillo-
szkóp segítségével. Az így kapott jeleket számítógépen tároltam, és értékeltem ki.
A P∗ és a P+Q−A állapotok közötti abszolút szabadenergia-különbség kísérleti
meghatározása:
Izolált reakciócentrum esetében, amennyiben gátlószer segítségével blokkoljuk
a másodlagos kinon köto˝helyet, a reakciócentrum által kibocsátott késleltetett és
prompt fluoreszcencia integrált intenzitás viszonyai alapján, meg tudjuk határozni
a P∗ és a P+Q−A állapotok közötti abszolút szabadenergia-különbséget. Felhasználva
Arata és mtsai. által megadott összefüggést [15], valamint, ha az integrált intenzi-
tásokat a késleltetett és prompt fluoreszcencia lecsengésének illesztése során kapott
élettartam és amplitúdó értékek szorzatával közelítjük, akkor a következo˝ kifejezést
kapjuk:







ahol∆GP∗A a két állapot közötti szabadenergia-különbséget,kB a Boltzmann-állan-
dót, T a ho˝mérsékletet, φf a gerjesztett dimér prompt fluoreszcenciájának hatásfokát
reakciócentrumban (4,0 ± 1,5 · 10−4), kf a bakterioklorofill sugárzási sebességi ál-
landóját (8 · 107s−1, a Strickler-Berg összefüggés alapján), φp a töltésszétválasztás
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kvantumhatásfokát (0,98 ± 0,04), A az amplitúdót, τ az élettartamot, míg tszu˝ro˝ a
prompt mérés során alkalmazott üveg tárgylemezek és szürke-szu˝ro˝ transzmisszióját
jelöli.
A számítógép-szimulációk során alkalmazott módszerek és szoftverek:
A mutáns reakciócentrum-fehérje szerkezeteket az 1AIJ (krisztallográfiai adatok
alapján megadott) struktúra, mint vadtípus felhasználásával, a PyMol szoftvercso-
mag [19] mutagenezis moduljának segítségével készítettem.
Az ubikinon-4 molekula parciális atomi töltéseit a Mopac93 programcsomag-
ban [20] implementált Mulliken-féle populáció-analízis segítségével határoztam meg
AM1 szemiempirikus kvantumkémiai szinten, kinon és egyszeres negatív töltéssel
rendelkezo˝ szemikinon állapotokra.
Molekuladinamikai futtatásokat, valamint a szabadenergia perturbáció szimulá-
ciókat a Johan Åqvist és mtsai. által készített Q-package programcsomag [21] segít-
ségével végeztem.
Az automatikus dokkolási szimulációkhoz az AutoDock 3.0.5 programcsoma-
got [22] alkalmaztam, a bemenenti fájlok elkészítését az AutoDockTools szoftverrel
hajtottam végre.
4. Új tudományos eredmények
1. A bakterioklorolfill dimér késleltetett és prompt fluoreszcencia intenzitásának
összehasonlításával (az Anyagok és módszerek fejezetben ismertetett módon)
meghatároztam az elso˝ stabil töltéspár (P∗Q−A) szabadenergia-szintjét a P∗
szinthez képest Rhodobacter sphaeroides GA vadtípusú, és az elso˝dleges ki-
non akceptor közeli mutáns reakciócentrumoknál a fiziológiás pH tartomány-
ban. A GA vadtípus esetében a két állapot közötti szabadenergia-különbségre
-890 ± 5 meV-ot kaptam pH = 8,0-nál. (II)
2. Az M265IV apoláros mutánsnál a GA vadtípushoz hasonló késleltetett fluor-
eszcencia intenzitásokat mértem a fiziológiás pH tartományban. A P+Q−A és
P∗ állapotok közötti szabadenergia-különbség (∆GP∗A) értéke pH = 8,0-nál
-890 ± 10 meV, amely megegyezik a vadtípusú reakciócentrumnál kapott e-
redménnyel. Az M265IV mutánsra meghatározott∆GP∗A (ellentétben a vad-
típussal) pH = 10-ig nem mutat pH-függést. Az eltéro˝ pH-függés miatt pH =
10,5-nél a szabadenergia-különbségre (a GA vadtípushoz viszonyítva) már 20
meV-tal negatívabb értéket kaptam. (II)
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3. Az M265 poláros mutánsainál (M265IS, M265IT) a GA vadtípushoz képest
nagyobb késleltetett fluoreszcencia intenzitásokat mértem az egész fiziológiás
pH tartományban. Ennek megfelelo˝en ennél a két mutánsnál a P∗ és a P+Q−A
állapotok közötti szabadenergia-különbség lecsökken a vadtípushoz képest.
A ∆GP∗A értékére pH = 8,0-nál M265IS mutánsra -830 ± 10 meV-ot, míg
M265IT mutánsra -775 ± 5 meV-ot kaptam. Összehasonlítva a GA vadtípusú
reakciócentrumnál kapott értékkel ez azt jelenti, hogy az elso˝dleges kinon kö-
zépponti redoxpotenciálja M265IS-nél -60 mV, míg M265IT-nél -115 mV ér-
tékkel eltolódik.
A rendelkezésre álló szerkezeti adatokból és a korábbi FTIR mérések eredmé-
nyei alapján a megfigyelt jelenségre a következo˝ magyarázatot adom: a polá-
ros mutánsoknál változás következik be a kinon karbonil oxigénjei és a kör-
nyezo˝ aminosavak közötti hidrogénhíd távolságokban (lásd az ábrát). A sze-
rin és a treonin hidroxil csoportja hidrogénhíd kötést alakíthat ki a ThrM261-
es reziduum peptid karbonil oxigénjével, és ezzel az M259-M262 reziduum
csoport peptidvázát megfeszíti, és eltolja a kinon környezetébo˝l. Eltávolo-
dik az AlaM260 is, mely hidrogénhíd távolságon belül helyezkedik el a natív
ubikinon-10 C2=O karbonil csoportjához képest. A megváltozott környezet és
a stabilizáló hidrogénhíd kötések átrendezo˝dése felelo˝s az elso˝dleges kinon
redox-tulajdonságainak megváltozásáért. (II)
4. Az M218MA és M218MG mutánsoknál a GA vadtípushoz képest szintén na-
gyobb késleltetett fluoreszcencia intenzitásokat mértem az egész fiziológiás
pH tartományban. A ∆GP∗A értékére pH = 8,0-nál M218MA mutánsra -835
± 20 meV-ot, míg M218MG mutánsra -805 ± 10 meV-ot kaptam. Ezeket
az értékeket összehasonlítva a GA vadtípusra kapott eredménnyel megállapí-
tottam, hogy az elso˝dleges kinon középponti redoxpotenciálja az M218MA
mutánsnál -55 mV, míg M218MG-nél -85 mV értékkel eltolódik. A ∆GP∗A
pH-függésének lefutása hasonló, a GA vadtípushoz és az M265-ös mutánsok-
hoz.
Az M218-as mutánsok esetében a P+Q−A állapotból történo˝ töltésrekombi-
náció (kAP (M218MA) = 27 s−1 és kAP (M218MG) = 38 s−1) szignifikánsan
gyorsabb, mint a vadtípusú reakciócentrumnál (kAP (GA) = 9.5 s−1). Natív
ubikinon-10-nél, és vadtípusú reakciócentrumnál a töltésrekombináció alag-
utazással történik a QA-ról a P+-ra [23]. Ha azonban a mutáció hatására a QA
redoxpotenciálja alacsonyabbá (negatívabbá) válik, akkor a P+Bfeo−A-on ke-
resztüli termikus aktivációs rekombinációs út is megnyílik. A P+Q−A állapot-
ból történo˝ töltésrekombináció sebességének felgyorsulása (kAP ) egyértelmu˝
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jele a termikus aktivációs út bekapcsolódásának.
Az atomi szerkezetet alapul véve a tapasztalt változásra az alábbi magyará-
zat adható (lásd az ábrát). A helyettesített alanin és glicin aminosavak sok-
kal kisebb térkitöltésu˝ek, mint a vadtípus metioninja, amely a BfeoA és a QA
között helyezkedik el, és az elektronok Bfeo-ro˝l QA-ra történo˝ alagutazásá-
ban játszik kulcsszerepet. Az elektronoknak a metionon keresztüli út mellett a
TrpM252-on át vezeto˝ útvonal is rendelkezésére áll, és közelíto˝leg azonos va-
lószínu˝séggel veszik igénybe a primér kinon redukálására. A QA helyen natív
ubikinon-10-nek antrakinonnal való helyettesítésénél a töltésrekombinációk-
ból meghatározott redoxpotenciál eltolódás kisebb mértéku˝ volt az M218-as
mutáns reakciócentrumnál, így a kisebb térkitöltésu˝ aminosavak miatt több
vízmolekula helyezkedik el az elso˝dleges kinon környezetében. Ezzel meg-
változik annak sztérikus és elektrosztatikus kölcsönhatása a környezetével. Az
antrakinon, mivel jobban kitölti a rendelkezésre álló teret, kevesebb plusz víz-
molekula bejutását engedi a megnövekedett térbe, így kisebb mértéku˝ a kö-
zépponti redoxpotenciáljának az eltolódása. (II)
5. Megfigyeltem, hogy ha a detergenssel izolált reakciócentrumhoz kardiolipint
adtam, akkor a másodlagos kinonról történo˝ töltésrekombináció (P+Q−B →
PQB) nagymértékben lelassult. Az effektus a fél telítési állapotot 10-20 µM
kardiolipin hozzáadása esetén érte el. Mivel izolált reakciócentrum esetében
a töltésrekombináció a másodlagos kinonról fo˝ként a P+Q−A-on keresztül in-
direkt módon történik [24, 25, 26], így emiatt a Q−AQB ↔ QAQ−B elektront-
ranszfer egyensúlyi állandója megnövekszik. Ez a lassulás 100 µM kardioli-
pin hozzáadása esetén pH = 8,0-nál körülbelül háromszoros, ami a Q−A és QB
szabadenergia-szintek közötti különbség 30 meV-os növekedésére utal. Ez a
növekedés a két állapot közötti szabadenergia-különbségben az egész fizioló-
giás pH tartományban (pH = 6-tól 10.5-ig) állandó marad. Kardiolipin hoz-
záadása esetén a lassú fázis relatív amplitúdója 70%-ról 90%-ra emelkedik a
töltésrekombináció kinetikájában, ami a QB hely betöltöttségének növekedé-
sét jelenti.
Egykinonos (terbutrinnal gátoltam a másodlagos kinon köto˝helyet) izolált GA
vadtípusú reakciócentrumnál a késleltetett fluoreszcencia intenzitása 5-7-sze-
resre emelkedett kardiolipin jelenlétében. A∆GP∗A szabadenergia-különbség
értéke 30± 10 meV-tal csökkent a kardiolipin hozzáadását követo˝en. A P+Q−A
állapotból mérheto˝ késleltetett fluoreszcencia intenzitásának növekedése, va-
lamint a másodlagos kinonról történo˝ töltésrekombináció lassulása arra utal,
hogy a kardiolipin beköto˝dése a reakciócentrumhoz 30 - 40 mV-tal negatív
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irányban eltolja az elso˝dleges kinon középponti redoxpotencálját. (II)
6. Megállapítottam, hogy megegyezo˝ reakciócentrum-koncentráció mellett két
nagyságrenddel nagyobb a késleltetett fluoreszcencia intenzitása membránba
ágyazott reakciócentrum (kromatofora) esetében, mint detergens oldatban. En-
nek oka lehet, hogy a kromatofora membránjába ágyazott reakciócentrum egy-
részt más környezetben van, másrészt más kölcsönhatásokban vesz részt, mint
a detergenssel oldatba vitt (feloldott) reakciócentrum. Micelláris oldatban a
fehérje a körülötte lazán és kevéssé struktúrált módon elhelyezkedo˝ detergen-
sekkel többnyire csak gyenge kölcsönhatást alakít ki. Ezzel szemben a memb-
ránfrakciókban meghatározó jelento˝ségu˝ lehet a membrán lipidjeivel való szo-
rosabb és specifikus kölcsönhatás, amelynek eredményeképp jelento˝sen elto-
lódhat a primér kinon középponti redoxpotenciálja.
Az elo˝zo˝ tézispontok alapján látható, hogy a QA körüli aminosavak mutációja
jelento˝sen el tudja tolni a QA/Q−A redox pár középponti potenciálját, amely
(amennyiben a negatívabb potenciálok irányában történik) a megfigyelt kés-
leltetett fluoreszcencia nagymértéku˝ (exponenciálisan emelkedo˝) változását
váltja ki. Hasonló effektust figyeltünk meg a kardiolipin és a reakciócent-
rum kölcsönhatásában, amely a membránbeli természetes viszonyok nagyon
közeli modelljének tekintheto˝. Több hasonló vizsgálat is alátámasztja azt az
elképzelést, hogy természetes membránba ágyazva a QA/Q−A redox pár kö-
zépponti potenciálja 100 mV értékkel is negatívabb lehet a detergens oldatbeli
értékéhez képest. Ezekbo˝l azt a következtetést vonhatom le, hogy a késlelte-
tett fluoreszcencia intenzitásában megfigyelt változás meghatározó effektusa
a természetes membrán lipidjei és a reakciócentrum redox centrumai közötti
energetikai csatolás.
7. Ikerionikus detergensnek (LDAO) kromatoforához való fokozatos adagolása
során a késleltetett fluoreszcencia intenzitásának drasztikus (1-2 nagyságrend-
u˝) csökkenését, illetve a prompt fluoreszcencia mérsékelt (2-3-szoros) emelke-
dését figyeltem meg. A kromatoforát, szemben az izolált reakciócentrummal,
nem csupán a reakciócentrum-membrán-lipid kölcsönhatás jellemzi, hanem a
reakciócentrumnak az antenna-rendszerrel kialakítható szoros kapcsolata is.
Míg izolált reakciócentrumban a késleltetett fluoreszcencia kizárólag a dimér-
bo˝l eredeztetheto˝, addig kromatoforában fennáll annak a leheto˝sége is, hogy
a visszreakcióval elo˝állt P∗ állapot nem dezaktiválódik késleltetett fluoresz-
cencia foton alakjában, hanem energia-(exciton)vándorlás révén az antenna-
rendszerben delokalizálódik. A fotont valamelyik antenna pigment fogja emit-
tálni, de ennek hatásfoka már nem szükségképp azonos a dimér fluoreszcencia
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hatásfokával.
Az LDAO koncentrációjának növekedése a reakciócentrum és az antenna-
rendszer közötti kapcsolat lazulását, illetve teljes felszakadását eredményezi.
A mérési eredmények arra engednek következtetni, hogy a fluoreszcencia ha-
tásfoka attól függo˝en különbözik, hogy az elektron gerjesztett állapot (exciton)
a reakciócentrum dimérben, vagy az antenna egyik bakterioklorofilljában dez-
aktiválódik. Az LDAO titráláson alapuló méréseim inkább azt valószínu˝sítik,
hogy az antennában kisebb hatásfokú a fluoreszcencia emissziója, mint a re-
akciócentrum dimérben.
8. QA és QB között gátolva az eletronátadást a kromatofora késleltetett fluoresz-
cencia kinetikájának milliszekundumos ido˝tartományában a P+Q−A → PQA
visszreakciót tükrözo˝ lassú lecsengés (≈ 100 ms élettartam) mellett egy gyors
(10 ms körüli élettartamú) komponens megjelenését figyeltem meg, amelynek
nincs megfelelo˝je sem a detergenssel feloldott (izolált) reakciócentrum kés-
leltetett fluoreszcenciájában, sem a hasonló körülmények között felvett és az
oxidált dimérre jellemzo˝ abszorpcióváltozásában. Ez legegyszeru˝bben úgy ér-
telmezheto˝, hogy a gyors komponenssel jellemezheto˝ átmeneti állapot a P+Q−A
töltésszeparált állapot és fehérjekörnyezetének még nem relaxált formája, a-
melynek megleheto˝sen hosszú ido˝re van szüksége az egyensúly visszanyeré-
sére. Mivel mind a relaxálatlan, mind a relaxált állapot ugyanahhoz a redox ál-
lapothoz tartozik, ezért közöttük abszorpcióban nem tudunk különbséget tenni,
azaz a relaxálatlan állapot "csendes". A késleltetett fluoreszcenciája alapján
azonban megkülönböztetheto˝ a két állapot.
A kromatoforában megfigyelt késleltetett fluoreszcencia gyors és lassú kom-
ponensei számos kezelés hatására hasonlóan viselkednek. A komponensek ki-
alakulásáért felelo˝s állapotok szabadenergiáinak pH-függése nagy hasonlatos-
ságot mutat, akárcsak az LDAO detergenssel való kölcsönhatásuk, az aktuális
redoxpotenciáltól való függésük, vagy a külso˝ elektron donorokkal (ferrocen,
TMPD) szembeni viselkedésük. Mindezek a hasonlóságok azt jelzik, hogy kö-
zeli és megegyezo˝ alaptulajdonságú állapotokhoz kötheto˝ a két komponens.
Jelento˝sebb eltérést a ho˝mérséklet változtatásával szembeni viselkedés muta-
tott. A van’t Hoff ábrázolások egyértelmu˝en jelezték, hogy két teljesen eltéro˝
entalpia- és entrópia-változás jellemzi a P+Q−A → P ∗ folyamatot a gyors és
a lassú komponensek esetében. A nem relaxált P+Q−A állapotból nagyon ki-
csiny entalpia-változás (∆H ≈ 45 meV) vezet a P∗ elektron gerjesztett állapot
(vissza-, illetve be-)népesítéséhez, míg ugyanez a folyamat a relaxált P+Q−A
állapotból ∆H ≈ 620 meV entalpia-változást igényel. Mivel mindkét szint
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gyakorlatilag ugyanabban a mélységben van, azaz körülbelül ugyanakkora a
szabadenergia-változás, ezért az entalpia-változásban megmutatkozó különb-
séget az entrópia-változás kompenzálja.
9. Inhibitorral gátolva a Q−AQB és a QAQ−B állapotok közötti elektrontranszfert
a P∗ állapothoz képest kisebb csapdamélységgel (és ezért nagyobb késleltetett
fluoreszcencia intenzitással) rendelkezo˝ P+Q−A állapot populációjának növe-
kedését érjük el. Kromatofora esetében semleges pH-nál (pH = 7,0) a stig-
matellin és a terbutrin inhibitorok hasonló viselkedését figyeltem meg, azaz
mindkét gátlószer hatása telítésbe viheto˝ megfelelo˝en magas koncentráció al-
kalmazása esetén.
Alkalikus pH értékeknél (pH = 10,0) ezzel szemben a két inhibitor eltéro˝ vi-
selkedést mutatott: míg a terbutrin hatását telítésbe tudtam vinni, addig a stig-
matellinnél ez nem volt elérheto˝ még 50 µM inhibitor koncentrációnál sem.
Detergensbe ágyazott reakciócentrumnál nem tapasztaltam ekkora mértéku˝ el-
térést a stigmatellin hatásában, különbözo˝ pH értékeknél.
A jelenség hátterében a reakciócentrumnak a membrán-környezettel kialakí-
tott speciális kölcsönhatása állhat. Magas pH-n ez a kölcsönhatás deformál-
hatja a másodlagos kinon köto˝hely geometriáját, amely egyes inhibitoroknál
(jelen esetben a stigmatellinnél) a stabilizációt szolgáló hidrogénhíd kötések
felszakadását eredményezheti. Ez a kötési affinitás oly mértéku˝ csökkenésé-
hez vezethet, amely az inhibitorral való telítheto˝ség megfigyelt elmaradását
eredményezi. (III)
10. Meghatároztam az ubikinon-4 molekula parciális atomi töltéseit kinon és egy-
szeres negatív töltéssel rendelkezo˝ szemikinon állapotokra Mulliken-féle po-
puláció-analízis segítségével gázfázisban (Mopac93 programcsomag felhasz-
nálásával [20]), AM1 szemiempirikus kvantumkémiai szinten. A késo˝bbi szi-
mulációk során a meghatározott töltésértékeket használtam fel. A kiszámolt
töltések az 1AIJ struktúrában [16] felvett geometriára vonatkoznak. (I)
11. Dokkolási szimuláció segítségével meghatároztam az ubikinon-4 molekula
kötési szabadenergiáját az elso˝dleges kinon köto˝helyre vadtípusú és mutáns re-
akciócentrumoknál, kinon és szemikinon redox állapotokra. A vadtípus reak-
ciócentrum-fehérjének a röntgenkrisztallográfiai adatok alapján készített 1AIJ
jelu˝ struktúrát [16] használtam fel, és a mutáns reakciócentrumokat is ebbo˝l a
szerkezetbo˝l kiindulva készítettem.
∆Gkötési értékére vadtípus és kinon redox állapotra -13,11 kcal/mol-t kap-
tam, mely érték megegyezik a kísérleti adatokkal [27]. M265IS, M265IV és
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M218MG mutánsoknál ennél negatívabb, míg M218MA és M265IT esetében
ennél pozitívabb kötési szabadenergiát kaptam kinon állapotra. A kísérleti ada-
tok alapján a pozitívabb kötési szabadenergiák voltak a várhatóak. Szemikinon
állapotban és szimmetrikus töltéseloszlásnál az M265IS mutáns kivételével
minden mutánsra negatívabb kötési szabadenergiát kaptam, mint a vadtípusú
reakciócentrum esetében (∆Gkötési = -15,29 kcal/mol).
A dokkolási szimulációval kapott kötési szabadenergiák (kinon/szemikinon ál-
lapotra) felhasználásával meghatároztam az ubikinon-4 középponti redoxpo-
tenciál-eltolódását a vadtípushoz képest a QA köto˝helyen (felhasználva, hogy
az ubikinon molekula középponti redoxpotenciálja víz oldószerben -145 mV
[28]). Az eltolódások értékei csak részben mutattak egyezést a kísérleti ered-
ményekkel. Az M218MA és M265IT mutánsok pozitív eltolódást, míg az
M265IS mutáns negatív eltolódást mutatott mindegyik töltéseloszlásnál. (IV)
12. Szabadenergia perturbáció módszer segítségével modelleztem a kinon reduk-
ciójának folyamatát a fotoszintetikus reakciócentrumban. A perturbáció során
a kinon atomi parciális töltéseit változtattam meg, hogy azok megfeleljenek a
kinon, illetve az egyszeres negatív töltéssel rendelkezo˝ szemikinon állapotok-
nak. A perturbáció során a két állapot közötti szabadenergia-különbség érté-
ket követtem nyomon. A szimulációt különbözo˝ töltéseloszlásoknál, valamint
megelo˝zo˝ molekuladinamikai futtatást követo˝en is elvégeztem.
Tekintve a kiindulási (kinon) és végállapot (szemikinon) közötti szabadenergia-
különbséget, és annak eltolódási irányát a vadtípusnál kapott értékhez képest,
a legjobb közelítésnek a szimmetrikus töltéseloszlás, és a megelo˝zo˝ moleku-
ladinamikai szimuláció együttes használata mutatkozott. Ebben az esetben az
eltolódási sor a vadtípushoz képest a következo˝ volt: pozitív irány: M265IS,
negatív irány: M265IV, M218MA és M265IT.
Megvizsgálva a kinonmolekula metoxi-csoportjainak nyílásszög-változását a
redukció során, szembetu˝no˝ eltérést csak az M265IS és M218MA mutánsok
esetében kaptam, mindkét esetben a C3-O3-C3H3 metoxi-csoport nyilásszöge
no˝tt meg a szemikinon állapotban (13-15 ◦-os változás). A kinon és környezete
közötti hidrogénhíd kötések is megváltoznak a redox folyamat során. Minden
esetben vagy a hidrogénhíd kötések számának növekedését, vagy a meglévo˝
kötések kötéstávolságának csökkenését figyeltem meg. Ez egybevág a korábbi
tapasztalattal, mely szerint az elso˝dleges kinon állapotát stabilizálja az elekt-
ron felvétele. (IV)
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RC típus Donor atom neve Távolság [Å]
kinon környezet kinon áll. szemikinon áll.
Vadtípus UQA:O2 ThrM222:HG1 3,31 1,48
UQA:O2 TrpM252:HE1 3,33 2,12
UQA:O5 AlaM260:H 3,09 1,65
M265IV UQA:O2 ThrM222:HG1 3,38 1,77
UQA:O2 HOH1282:H2 5,48 1,79
UQA:O5 HOH1130:H2 3,38 1,65
M265IS UQA:O2 HisM219:HD1 3,17 1,77
UQA:O2 ThrM222:HG1 2,48 2,16
UQA:O2 TrpM252:HE1 3,40 2,88
UQA:O5 AlaM260:H 2,51 1,69
M265IT UQA:O2 ThrM222:HG1 1,82 1,50
UQA:O2 TrpM252:HE1 2,68 3,40
UQA:O5 ThrM265:HG1 5,42 1,99
UQA:O5 HOH1163:H2 1,71 1,55
M218MA UQA:O2 HisM219:HD1 4,55 2,60
UQA:O2 ThrM222:HG1 3,31 1,56
UQA:O5 AlaM260:H 2,65 2,50
A hidrogénhíd kötések számának és kötéstávolságának változása a FEP
szimuláció során, vadtípusú és mutáns RC-oknál. A sturktúrákon elo˝zetes
MD szimulációt hajtottunk végre, és a szemikinonon minden esetben szim-
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